Searching for the novel mediators of LPS/TLR4/MyD88 signalling by 李婉芸
 I
学校编码：10384                                分类号      密级       













  指导教师姓名：韩家淮教授 
专 业 名 称：生物化学与分子生物学 
论文提交日期：2016 年 07 月 
论文答辩时间：2016 年 08 月 
学位授予日期：     年    月 
 
答辩委员会主席：_________ 
评    阅    人：           
 


























另外，该学位论文为（  韩家淮实验室  ）课题（组）的研究成
果，获得（  韩家淮实验室  ）课题（组）经费或实验室的资助，在




























（    ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于   
年  月  日解密，解密后适用上述授权。 






                             声明人（签名）： 
















TRAF6 蛋白在 LPS/TLR4 介导的 MyD88 依赖型的信号通路中起核心的作用，
目前已有报道 TAK1 作为 TRAF6 的下游底物，与 TAB1/TAB2/TAB3 形成复合物，进
而激活 NF-kB、MAPK 信号通路，促进细胞炎症因子的释放。但是，随后有实验室
利用最新基因敲除技术在小鼠或细胞水平敲掉 TAK1、TAB1、TAB2，MEKK3 等基因
后，用 LPS 刺激诱导 MyD88 依赖型信号通路，发现对 NF-kB 和 MAPK 信号通路均
没有影响。因此，在 LPS 诱导的 LPS/TLR4/MyD88 信号通路中，目前对 TRAF6 下
游蛋白及连接 NF-kB、MAPK 信号通路的上游这一中间区域还有待挖掘并找到新型
的介导分子。 
我们利用 CRISPR-CAS9 技术敲除 RAW264.7 细胞的 TRAF6 基因，我们发现 LPS
诱导的 MyD88 依赖型的 NF-kB、MAPK 信号通路被抑制，这说明了 TRAF6 对激活
NF-kB、MAPK 信号通路是必不可少的；同时，在我们得到 TAK1-/-、MEKK3-/-、
TAK1-/-MEKK3-/-细胞后，LPS 诱导产生的 NF-kB、MAPK 信号通路的激活都不受到影
响，这进一步验证了 TAK1、MEKK3 蛋白在 LPS/TLR4/MyD88/TRAF6 信号通路中不
是必需的。 
我们在 TRAF6-/- RAW264.7 细胞里面回补带有 3*flag 标签的 TRAF6 质粒，得
到稳定表达细胞株，结合 Western Blotting 技术筛出表型与 RAW264.7 野生型一
致的细胞株。我们通过免疫共沉淀方法，再借助质谱技术，找到了两个可能参与
LPS/TLR4/MyD88/TRAF6 信号通路新的介导分子，Nik 和 Rltpr。Nik 又称丝裂原
活化蛋白激酶 3K14，目前报道它主要参与促进 NFKB2/P100 的蛋白水解而参与非
经典途径 NF-kB 的激活；Rltpr 蛋白，主要由富含亮氨酸重复序列，脯氨酸序列
和类似原肌球调节蛋白序列构成，参与细胞骨架调节作用。我们同样利用
CRISPR-CAS9 技术，分别敲除野生型 RAW264.7 细胞的 Nik 和 Rltpr 基因，筛选
出单克隆 Nik-/-、Rltpr-/-细胞株，用 LPS 刺激诱导 MyD88 依赖型信号通路，发现
NF-kB、MAPK 信号通路不受影响，且表型与野生型没有明显区别，说明了这两个


















TRAF6 plays a crucial role in LPS/TLR4 mediated signaling 
pathway.However,the downstream substrates of TRAF6 are controversial.So 
far, it has been reported that TAK1 is the downstream substrate of 
LPS/TLR4/TRAF6 signaling pathway,TAK1 forms complex with TAB1/TAB2/TAB3 
and subsequently activates NF-kB and MAPK signaling pathways. However, 
when gene knockout technology has been used widely in mice or in mammalian 
cells for knocking out genes like TAK1、TAB1、TAB2、MEKK3 and MEKK7, key 
protein IKBαstill can be degraded in NF-kB signaling pathway,p38、JNK 
and ERK proteins can still be phosphorylated in MAPK signaling pathway 
after LPS stimulation in TAK1-/- or MEKK-/- cell. Thus, the downstream 
substrates of TRAF6 and its connections to the NF-kB, MAPK signaling 
pathways remain to be explored.In this paper, we attempt to search for 
the novel mediators of LPS/TLR4/MyD88/TRAF6 signalling pathway in 
RAW264.7 cells by mass spectrometry. 
By using the CRISPR-CAS9 technology , we got TRAF6-/- cell, and we 
found that LPS-induced MyD88-dependence NF-kB and MAPK signaling pathways 
were not activated in TRAF6-/- cell.It proved that TRAF6 was essential for 
NF-kB and MAPK activation.In addition, we got TAK1-/-, MEKK3-/- and TAK1& 
MEKK3 double knockout cells ,it was found that LPS-induced NF-kB, MAPK 
signaling pathways were not affected in these knockout cells,which 
further verified that TAK1, MEKK3 proteins were not required in the 
LPS/TLR4/MyD88/TRAF6 signaling pathway. 
We got lentivirus packaged flag tag TRAF6 plasmid to infect TRAF6-/- 
cell ,and screened the stable cell line expressing with flag tag TRAF6 
protein. Combining with Western Blotting ,we got TRAF6 rescue cell line 
as same as RAW264.7 wild type cell line. Combining immunoprecipitation 














Nik, also known as mitogen activated protein kinase 3K14 , is mainly 
involved in promoting proteolytic processing of NFKB2/P100 in 
non-classical NF-kB pathway. Rltpr, mainly consists of leucine rich 
repeats、proline rich and tropomodulin domain.It involves in cytoskeletal 
regulation.Whether protein Rltpr has other functions has not yet been 
reported. We also used CRISPR-CAS9, respectively knocked out Nik and Rltpr 
genes and screened monoclonal Nik-/-, Rltpr-/- cell lines.After they were 
stimulated with LPS ,key protein IKBαcan be degraded, p38, JNK and ERK 
protein can still be phosphorylated. Their phenotypes were similar to the 
wild type.It indicated that the two proteins were not mediated in 
LPS/TLR4/MyD88/TRAF6 signaling pathway. 


































中文摘要 ................................................................................................................................... IV 
英文摘要 .................................................................................................................................... V 
第一章 前言 ........................................................................................... 错误！未定义书签。 
1.1 TLR 概述 ........................................................................................................................ 1 
1.2 TLR 分子结构和配体识别 ........................................................................................ 1 
1.3 LPS .................................................................................................................................. 2 
1.4 TLR4 简介 ...................................................................................................................... 3 
1.5 髓样化分子 88（myeloid differentiation factor 88，MyD88） ......... 3 
1.6 白 细 胞 介 素 -1 受 体 相 关 激 酶 （ Interleukin-1 receptor          
associated kinase，IRAK） ................................................................ 4 
1.6.1 IRAK1 蛋白 ....................................................................................................... 4 
1.6.2 IRAK2 蛋白 ....................................................................................................... 5 
1.6.3 IRAK4 蛋白 ....................................................................................................... 5 
1.7 TNF 受体相关因子（TNF receptor related factor，TRAF） ................. 5 
1.7.1 TNF 受体相关因子 6 ...................................................................................... 6 
1.8 NF-KB 信号通路 ......................................................................................................... 7 
1.9 MAPK 信号通路 ............................................................................................................. 8 
1.10 LPS 诱导的 TLR4 信号通路 .................................................................................... 8 
1.11 立体背景 ..................................................................................................................... 9 
第二章 材料与方法 ........................................................................... 错误！未定义书签。 
2.1 实验相关药品和试剂 .............................................................................................. 10 
2.2 实验室主要仪器......................................................................................................... 11 
2.3 DNA 相关实验和方法 ............................................................................................... 11 
2.3.1 质粒载体 .......................................................................................................... 12 
2.3.2 慢病毒载体 ..................................................................................................... 12 
2.3.3 CRISPR-CAS 基因敲除质粒载体 ............................................................... 13 
2.3.4 大肠杆菌感受态细胞的制备和质粒转化 .............................................. 14 
2.3.4.1 感受态细胞的制备 ........................................................................... 14 
2.3.4.2 质粒转化感受态细胞 ....................................................................... 15 
2.3.5 质粒 DNA 的提取 ........................................................................................... 15 
2.3.5.1 小量提取质粒 DNA（STET 煮沸法） .......................................... 15 
2.3.5.2 中量提取质粒 DNA（碱裂解法） ................................................ 16 
2.3.5.3 大量提取质粒 DNA（CsCl 密度梯度离心法） ........................ 17 
2.3.6 质粒 DNA 的工具酶处理 ............................................................................. 18 
2.3.6.1 DNA 的限制性内切酶消化.............................................................. 18 














2.3.6.3 线性 DNA 5’末端磷酸基团的移除 ........................................... 18 
2.3.7 DNA 的回收和纯化 ........................................................................................ 19 
2.3.7.1 DNA 琼脂糖凝胶电泳 ....................................................................... 19 
2.3.7.2 从琼脂糖凝胶中回收 DNA.............................................................. 19 
2.3.8 DNA 连接反应 ................................................................................................. 20 
2.4 PCR 相关实验 ............................................................................................................. 20 
2.4.1 普通 PCR 反应 ................................................................................................ 20 
2.4.2 PCR 产物的克隆 ............................................................................................ 21 
2.5 质粒载体的构建 ....................................................................................................... 21 
2.5.1 CRISPR-CAS9 质粒载体的构建 ................................................................. 21 
2.5.2 CRISPR-CAS9 oligo 设计 .......................................................................... 22 
2.6 细胞相关实验和方法 .............................................................................................. 22 
2.6.1 细胞培养基及相关溶液配制 .................................................................... 22 
2.6.2 细胞的培养和传代....................................................................................... 23 
2.6.3 磷酸钙转染法 ................................................................................................ 24 
2.6.4 脂质体转染法 ................................................................................................ 24 
2.6.5 单克隆细胞的筛选....................................................................................... 25 
2.6.6 稳定表达细胞株的筛选 ............................................................................. 25 
2.6.7 慢病毒包装 .................................................................................................... 26 
2.6.8 病毒感染 ......................................................................................................... 26 
2.7 蛋白质相关实验和方法 .......................................................................................... 27 
2.7.1 免疫共沉淀 .................................................................................................... 27 
2.7.2 免疫印迹 ......................................................................................................... 27 
2.8 质谱分析前样品制备流程 ..................................................................................... 29 
第三章 结果与分析 ........................................................................................................... 30 
3.1 TRAF6 蛋白在 LPS/TLR4/MyD88 信号通路中是必需的 .................................. 30 
3.2 TRAF6 蛋白在 LPS/TLR4/TRIF 信号通路中不是必需的 ............................... 31 
3.3 TAK1 在 LPS/TLR4/MyD88 信号通路中不是必需的 ........................................ 31 
3.4 MEKK3 在 LPS/TLR4/MyD88/MAPK 信号通路中不是必需的 ........................... 32 
3.5 TAK1 和 MEKK3 蛋白在 LPS/TLR4/MyD88 信号通路中非互补关系 ............. 33 
3.6 TRAF6 过表达质粒回补得到的细胞表型与野生型细胞一致 ...................... 34 
3.7 质谱分析前实验流程以及质谱结果 ................................................................... 35 
3.8 验证 NIK、Rltpr 蛋白的作用 .............................................................................. 37 
3.9 实验总结 ..................................................................................................................... 39 



















Table of contents 
Abstract in Chinese ...................................................................................................... IV 
Abstract in English ....................................................................................................... V 
Chapter1 Introduction .................................................................................................. 1 
1.1 TLR summary ................................................................................................................ 1 
1.2 TLR structure and ligand recognition ....................................................... 1 
1.3 LPS .................................................................................................................................. 2 
1.4 TLR4 ................................................................................................................................ 3 
1.5 MyD88 .............................................................................................................................. 3 
1.6 IRAKs .............................................................................................................................. 4 
1.6.1 IRAK1 protein ............................................................................................... 4 
1.6.2 IRAK2 protein ............................................................................................... 5 
1.6.3 IRAK4 protein ............................................................................................... 5 
1.7 TRAFs .............................................................................................................................. 5 
1.7.1 TRAF6.................................................................................................................. 6 
1.9 NF-KB signaling pathway ..................................................................................... 7 
1.10 MAPK signaling pathway ..................................................................................... 8 
1.11 LPS-induced TLR4 signaling pathway ......................................................... 8 
1.12 Background of this thesis .............................................................................. 9 
Chapter2 Material and Methods ........................................................................... 10 
2.1 Drugs and Reagents .............................................................................................. 10 
2.2Instruments ................................................................................................................ 11 
2.3 Experiments and methods for DNA ................................................................ 11 
2.3.1 plasmid vector ........................................................................................... 12 
2.3.2 lentiviral vector .................................................................................... 12 
2.3.3 CRISPR-CAS vector .................................................................................... 13 
2.3.4 Preparation of competent cells and transformation............ 14 
2.3.4.1 Preparation of competent cells .......................................... 14 
2.3.4.2 Transformation of DNA into competent cells ............... 15 
2.3.5 Preparation of plasmid DNA ................................................................ 15 
2.3.5.1 Mini-prep of plasmid DNA by boiling ............................... 15 
2.3.5.2 Midi-prep of plasmid DNA by alkaline lysis ............... 16 
2.3.5.3 Maxi-prep of plasmid DNA by CsCl gradient 














2.3.6 Plasmid DNA enzyme processing tools ........................................... 18 
2.3.6.1 DNA restriction enzyme digestion ...................................... 18 
2.3.6.2 Linear DNA5’terminal phosphorylation .......................... 18 
2.3.6.3 The removal of linear DNA 5’ terminal phosphorylate 
group ..................................................................................................................... 18 
2.3.7 Recovery and purification of DNA .................................................. 19 
2.3.7.1 Agarose gel electrophoresis ................................................. 19 
2.3.7.2 Recovery of DNA from agarose gel ...................................... 19 
2.3.8 DNA Ligation ................................................................................................ 20 
2.4 PCR experiments ..................................................................................................... 20 
2.4.1 General PCR .................................................................................................. 20 
2.4.2 Cloning of PCR product ......................................................................... 21 
2.5 Construction of plasmid vector ................................................................... 21 
2.5.1 Construction of CRISPR-CAS9 plasmid ........................................... 21 
2.5.2 Design CRISPR-CAS9 oligo .................................................................... 22 
2.6 Experiments and methods for cell .............................................................. 22 
2.6.1 Media and solutions for cell culture ......................................... 22 
2.6.2 Cell culture and passage .................................................................... 23 
2.6.3 Calcium phosphate transfection ....................................................... 24 
2.6.4 Lipofectamine 2000 transfection .................................................... 24 
2.6.5 Selection of single clone cell line ........................................... 25 
2.6.6 Selection of stable cell line ......................................................... 25 
2.6.7 Lentivirus packaging and infection .............................................. 26 
2.6.8 Infection ...................................................................................................... 26 
2.7 Experiments and methods for protein ....................................................... 27 
2.7.1 Co-immunoprecipitation ......................................................................... 27 
2.7.2 Western blot ................................................................................................ 27 
2.8 sample preparation process before mass spetrum .............................. 29 
Chapter 3  Results and Analysis ...................................................................... 30 
3.1 TRAF6 is essential for LPS/TLR4/MyD88 signaling pathway ......... 30 
3.2 TRAF6 is not required for LPS/TLR4/TRIF signaling pathway ..... 31 
3.3 TAK1 is not required for LPS/TLR4/MyD88 signaling ....................... 31 
3.4 MEKK3 is not required for LPS/TLR4/MyD88/MAPK signaling ......... 32 
3.5 TAK1 and MEKK3 are not complementary for LPS/TLR4/MyD88 signaling
 ................................................................................................................................................ 33 
3.6 TRAF6 rescue cell’s phenotype is similar with wild type ....... 34 
3.7 experimental processing before mass spetrum analysis ................ 35 
3.8 NIK and Rltpr are not involved in NF-KB and MAPKs signaling 37 
3.9 Conclusions .............................................................................................................. 39 






















而引发一系列的应激反应，其中的 toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）家
族被广泛研究[2]。 
 
1.1 TLR 概述 
TLR 是很早之前被发现的一类重要模式识别受体（PRR），它能够激活先天性
免疫和获得性免疫系统，释放炎症介质，参与人体多种免疫相关疾病的发生。TLR









1.2 TLR 分子结构和配体识别 
在结构上， TLR 是一种跨膜整合糖蛋白，主要由胞外的富含亮氨酸的重复
序列（leucine rich repeat,LRR）和胞内 toll/白细胞介素-1 受体同源的结构
















遗传物质核酸等，并与 PAMP 的有效配体相结合，引发受体的寡聚，TIR domain
的作用是将寡聚后的受体信号传导下去。到目前为止，在哺乳动物中已经发现
13 种，TLR1~TLR13[4]，人类具有其中的 10 种，鼠源具有 13 种。它们是根据识别
不同的病原相关分子模式而被分成几个亚家族：TLR4 识别脂多糖 LPS，TLR1、





Trine, H, Mogensen. CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS, 2009: 240-273. 
表 1.1 由 PRRs 识别的微生物组分 
























与。这些蛋白包括 LBP、CD14 和 MD2。LPS 结合蛋白 LBP 分布于血浆中，CD14 是
一种附于细胞表面的富含亮氨酸重复序列的糖基磷脂酰脂醇锚定蛋白，MD2 是一
种分泌型糖蛋白。存在于人体血浆中的 LPS，通过结合血浆中的 LBP 被运输到巨
噬细胞，LPS 与 CD14 相结合，CD14 将 LPS 转运并锚定于由 TLR4 和 MD2 构成的受
体复合物，从而诱导 TLR4 信号转导[8][9]。 
 
1.4 TLR4 简介 
TLR4 主要表达于造血细胞系的细胞表达，在非造血系如内皮细胞，心肌细
胞等也存在 TLR4 的表达。TLR4 蛋白主要由胞外结构域和胞内结构域组成，其中
胞外结构域主要负责接收脂多糖 LPS，胞内结构域中的 TIR domain 负责将信号
转导下去[10]。现已证明，单靠 TLR4 接收 LPS 刺激是不足以引起信号的转导，MD2
这种小分子协助 TLR4 形成 TLR4/MD2 复合物，当 LPS 与 TLR4 结合，TLR4/MD2 复
合物通过形成二聚体复合物与LPS有效结合，并引发TLR4的 TIR domain与 MyD88 
TIR domain 结合，被激活的 TLR/MyD88 募集并且激活 IRAKs，IRAK4/IRAK1/IRAK2
形成复合物结合 TRAF6，TRAF6 结合下游且激活 TAK1，继而激活 MAPKs、NF-kB
信号通路，促进炎症因子的产生[11]。 
 
1.5 髓样化分子 88 (myeloid differentiation factor 88，MyD88) 
MyD88 是含有 TIR 结构域的接头蛋白，是 TLR 信号通路中的下游信号因子，
不仅在 TLR 信号通路中起关键性的作用，还通过调控细胞因子的分泌影响适应性
免疫应答。MyD88 结构上有 3 个功能区域，分别是 N 端死亡区（death domain）、















下，死亡结构域（death domain）与 IL-1R 相关激酶（IRAK）的死亡结构域相结
合，并引起 IRAK 自磷酸化，最终引起 I-kB 活化，导致 NF-kB 的激活与转化，炎
性细胞因子的合成与释放，从而诱发机体的炎症反应。在 TLRs 中，TLR5 、TLR7 、
TLR8 和 TLR9 直接与 MyD88 作用，TLR1/2、 TLR2/6 和 TLR4 则通过 MAL 与 
MyD88 作用，向下游传递信号错误！未找到引用源。。除 MyD88 外，TIR 结构域中特异性的
接头分子还包括 TIRAP、TRIF、TRAM、SARM。 
 
1.6 白细胞介素-1 受体相关激酶（Interleukin-1 receptor          
associated kinase，IRAKs）                            
IRAKs在参与IL-1R/ Toll 样受体 (TLR)介导的信号转导过程中发挥重要的
作用。IRAK1，IRAK2，IRAKM，IRAK4 在被激活情况下，募集到 TLR 复合体，并







图 1.1 IRAKs 家族蛋白结构 
















1.6.1 IRAK1 蛋白 
IRAK1 蛋白是被曹等人首次发现的，通过免疫共沉淀的方法，被鉴定出与
IL-1R 相互作用的蛋白之一。IRAK1 蛋白在结构上，含有 N 端死亡结构域（death 
domain）、中间丝氨酸/苏氨酸激酶结构域、C 端富含丝氨酸/苏氨酸区域，因此，
IRAK1 蛋白能被磷酸化、泛素化或类泛素化修饰[16]。IRAK1 在激活 IRF5/7、NF-kB、
Stat1/3 信号中可能发挥着不同的功能。目前已有的报道：在 LPS/TLR4 信号通




1.6.2 IRAK2 蛋白 
 
IRAK-2 最初被 Dixit’s 发现的，他们基于人类表达序列标签(EST)数据库，
其序列与 IRAK-1 同源，人类 IRAK-2 基因映射到染色体 3 p25.3-3p24.1。通过
研究发现，IRAK2 而非 IRAK1 直接参与 TRAF6 的泛素化，进而激活 NK-kB 信号，
除此之外，IRAK2 也能参与细胞程序性死亡，没有活性的 IRAK2 能够阻止由 LPS
诱导巨噬细胞的程序性死亡[19]。 
 
1.6.3 IRAK4 蛋白 
IRAK4 是 IRAKs 家族中最晚才被找到的成员，人类 IRAK4 基因映射到染色
体12P11.22，全长的IRAK4 cDNA 编码翻译出蛋白量约为52kDa 的IRAK4蛋白[20]，
IRAK4 敲除型小鼠在 LPS 刺激条件下，会出现严重性 NF-kB 活化缺乏以及缺乏炎
症因子的表达。IRAK4在 LPS/TLR4/MyD88信号转导的过程中起到关键作用，MyD88
通过磷酸化 IRAK4，将 IRAK4 募集到 TLR4 复合物中，借助磷酸化的 IRAK4 募集
IRAK1/IRAK2，进而将信号转导给 TRAF6[21][22]，有研究显示，在细胞内过表达没
有激酶活性的IRAK4，LPS诱导的 NF-kB信号通路无法被激活，这就证明了IRAK-4
















1.7 TNF 受体相关因子（TNF receptor related factor，TRAF） 
TRAFs 蛋白组成的家族最早被认为是 TNFR 信号通路中的衔接蛋白，但是，
后来越来越多的研究表明 TRAFs 蛋白在其他受体家族的信号转导中也发挥着重
要的作用，如 TLRs、RLRs、NLRs 以及炎症因子受体等[24]。TRAFs 家族由 7 个成
员组成，TRAF1-TRAF7。其中，TRAF1-TRAF6 蛋白头含有一个相似的 TRAF 结构域，
位于蛋白 C 末端，参与 TRAFs 蛋白二聚体的形成以及与下游蛋白的 zinc finger 
结构域相互作用；TRAF2-TRAF7 蛋白还含有 RING finger 结构域，参与了 E3 泛
素化酶连接酶的催化活性，此外，像 TRAF2，TRAF3，TRAF6 蛋白是具有 E3 泛素
化功能的[25]。例如，在 LPS/TLR4/MyD88 介导的信号通路中，TRAF6 蛋白具有 E3
泛素连接酶活性,配合赖氨酸 63(K63)与泛素链,促进下游信号分子的激活,如
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图 1.2 TRAFs 家族蛋白结构 
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